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INTRODUCAO
A — Objetivos Gerais das Aulas Praticas de Bioquimica

As aulas préticas de Bioquimica tém como objetivo criar condi¢cdes para que os estudantes
sejam capazes, ao final do curso, de:

1. Manipular equipamentos frequentemente utilizados em laboratérios de bioquimica.

2. Conhecer, por meio de reacdes efetuadas no laboratério, as propriedades quimicas das
substancias que compdem 0s organismos Vivos.

3. Interpretar os resultados experimentais.

B — Normas Gerais do Laboratorio Didatico de Bioquimica

1. Balancas, espectrofotdmetros, centrifugas, microscopios ou quaisquer outros aparelhos,
somente deverdo ser manuseados apos instrucdes, a fim de evitar danos e acidentes.

2. Nos dias e horas destinados aos trabalhos praticos, os estudantes terdo a sua disposi¢ao
professores encarregados de orienta-los na execucao e interpretacdo dos referidos trabalhos.

3. Apo6s o uso de um bico de gés, ou de 4gua, ndo os deixar abertos inutiimente, tomando o cuidado
de fechar as torneiras completamente.

4. Nao lancar nas pias quaisquer materiais, com excecao de agua, para evitar corrosao.

5. Nao lancar nas pias e calhas papel de filtro usado ou quaisquer substancias solidas que possam
obstruir os encanamentos.

6. Na&o lancar fosforos acesos nos locais destinados a coleta do lixo.

C — Material do Estudante

Todo estudante devera trazer, para o trabalho pratico, o material abaixo relacionado:

1. Avental (item obrigatdrio) - necessario para a sua protecdo. Nao sera permitida a presenca do
aluno sem esse item.

2. Apostila de Aulas Praticas - sem a qual é impossivel realizar qualquer trabalho no laboratério.

3. Caneta para retroprojetor - para marcar adequadamente a vidraria durante a execug¢do dos
trabalhos praticos.

4. Material para anotagoes.

5. Na&o serdo permitidos alunos de bermudas, shorts ou saias e sandalias.

D - Apostila de Aulas Praticas de Bioguimica

Constituida de roteiros para a execucao do trabalho pratico, com exposicdo completa das
marchas das operacdes. O roteiro de cada trabalho pratico devera ser estudado previamente a fim
de possibilitar a sua execug¢do no laboratorio. As davidas serdo resolvidas antes do inicio dos
trabalhos.

O roteiro consta dos seguintes itens:

1. Objetivos especificos - relacéo dos objetivos que deverédo ser alcangcados apds o término de cada
aula.

2. Material necessario - relacdo do material necessario a execucao do trabalho.

3. Procedimento — etapas do trabalho a serem seguidas.

4. Questdes sobre as reagdes, detalhes de técnicas ou calculos empregados durante o trabalho
pratico.

E — Material Recebido e sua Limpeza

1. Cada grupo de estudantes recebera o material necessario a execucao do trabalho pratico.
e 0 aluno ndo devera utilizar o material de seus colegas, a ndo ser com autoriza¢ao prévia.
2. Serd exigido dos estudantes o maximo cuidado com o seu lugar na bancada e com o respectivo
material.



3. No caso de inutilizagcdo ou quebra de algum material recebido, o estudante devera dar
conhecimento aos professores responsaveis pela aula, a fim de se providenciar a sua
substituicao.

¢ 0 aluno nao devera jogar no lixo o material inutilizado ou quebrado. Deposite-o em local
apropriado. Neste caso, chamar o técnico responsavel.

4. Terminado o trabalho, o estudante devera realizar a limpeza de seu lugar, deixando-o em
condicbes de ser utilizado novamente.

F - Reagentes

1. Para cada trabalho pratico havera a disposi¢cdo dos estudantes uma provisdo dos reagentes
relacionados nos roteiros;

2. Imediatamente apG6s o uso cada reagente devera ser colocado em seu lugar adequado;

3. Deve-se tomar cuidado com os vidros de reagentes e as solugdes neles contidas, a fim de se
evitar contaminagoes;

4. Nao trocar as rolhas;

5. Na&o retornar ao frasco original as soluc¢des retiradas em excesso;

6. Caso seja autorizado pipetar diretamente do vidro de reagentes, usar sempre uma pipeta limpa.

G — Execucao dos Trabalhos Préticos

1. Exige-se para todos os trabalhos praticos a mesma atencgdo, rigor técnico e disciplina.

2. A inobservancia de quaisquer dos requisitos técnicos pode induzir erros que invalidam, parcial
ou totalmente, o trabalho realizado, ndo se levando em conta o desperdicio de material, reagentes
e tempo.

3. Para que o(a) aluno(a) alcance a eficiéncia desejada é necessario que ele(a) seja pontual,
assiduo(a), ordeiro(a), asseado(a) e tenha conhecimento prévio do trabalho pratico a ser
executado.

H — Regras Bésicas para a Elaboracéo dos Relatérios das Aulas Praticas

1. Os relatérios deveréo ser feitos 8 MAO, LEGIVEL, BEM ORGANIZADO e em TRIO (com a letra
LEGIVEL de TODOS).

2. Deverao ser entregues, NO MAXIMO, 2 semanas apds o término da prética.

3. Os relatérios dever&o constar de: 1) Introducéo (envolvendo informacdes TEORICAS acerca da
prética realizada), 2) Objetivos, 3) Metodologia (material e métodos utilizados), 4) Resultados e
Discusséo, 5) Concluséo, 6) Referéncias e 7) Respostas as questdes apresentadas.

| — Prevencéao de Acidentes

1. Trabalhar sempre protegido por avental, usando calgas (jeans de preferéncia) e sapato fechado.

2. Usar 6culos de protecao.

3. Ter o cuidado de ndo abrir a torneira de gas do bico de Bunsen antes de ter a mao um palito de
fésforo aceso.

4. Nao utilizar substancias inflamaveis (alcool, éter, acetona, etc.) nas proximidades de uma chama.
Usar banhos de agua ou areia.

5. Os reagentes toxicos e/ou que exalam vapores deverdo ser manuseados na capela.

Obs.: NAO SERA PERMITIDA A PRESENCA DE ESTRANHOS A TURMA DURANTE AS AULAS.



PRATICA N° 1: SAPONIFICACAO

I. Objetivos
Verificar a formacao de diferentes produtos reacionais a partir de triacilglicerais.

Fundamentacéo:

Triacilgliceréis de origem animal ou vegetal podem ser hidrolisados por solu¢des fortemente
alcalinas, sendo enté@o convertidos em trés &cidos graxos e glicerol, conforme esquema abaixo:

I
H,C —O —C —CH,— (CH,),—CH, H,C —OH

Il Il
HC—0—C—CH,— (CH,,—CH, +3KOH —% HC—OH + 3 KO —C —CH,— (CH,),—CH,
|9
H,C—0—C —GH,—{CH,),—CH, H,C —OH

Triacilglicerol Glicerol Sal de acido graxo

II.1. Obtencédo de um sabdo

Material necessario

- Triglicerideos (6leo de soja, manteiga, gordura animal, 6leo utilizado em fritura, etc.);
- Solucao alcodlica de KOH 10%;

- Tubos de ensaio;

- Bico de Bunsen.

Procedimento:

Colocar em um tubo de ensaio grande, 0,8 mL de triglicerideo.

Adicionar 5 mL da solucédo alcodlica de KOH 10%.

AQUECER COM CUIDADO NA CHAMA, POIS O REAGENTE E INFLAMAVEL, mantendo
em ebulicdo branda por 3 minutos.

Acrescentar em seguida 10 mL de agua destilada e aquecer por mais 2 minutos.

Verificar se a saponificagdo foi completa, colocando uma aliquota do sabdo em um tubo de
ensaio com agua. Agite vigorosamente e observe a formacao de espuma.

[I.2. Obtencdo de um sabé&o insoluvel

Material necessario

- Sabéo recém-preparado;

- Solucgdes de cloreto de calcio (CaCl,) 10%;

- Solucao saturada de cloreto de sédio (NaCl) (fornecido);
- Tubos de ensaio.



Procedimento:

Adicionar em um tubo de ensaio, 40 gotas (2,0 mL) do sabdo recém-preparado. Em seguida,
adicionar 2,0 mL da solucao de cloreto de calcio. Agite e verifique o0 que acontece.

Em outro tubo de ensaio, adicione 40 gotas (2,0 mL) do sabdo. Em seguida, adicione 2,0 mL
da solucgéo de cloreto de sédio. Agite e verifique o que acontece.

I1.3. Obtencé&o de &cidos graxos insoluveis

Material necessario

- Sabao recém-preparado;

- Béquer de 25 mL;

- Conta gotas;

- HCI concentrado (fornecido)

Procedimento:

Colocar em um béquer pequeno, 3 mL do sabdo. Na capela, adicionar acido cloridrico, gota
a gota, com agitacéo constante.
Observe e descreva 0 que aconteceu.

II.4. Obtencéo de emulséo
Material necessério
- Triglicerideos (6leo de soja, manteiga, gordura animal, éleo utilizado em fritura, etc.);

- Sabéo recém-preparado;
- Tubos de ensaio.

Procedimento:

Colocar em um tubo de ensaio, 0,5 mL de triglicerideo. Adicionar 1,5 mL do Sabao recém-
preparado. Agitar a suspensao.
Observe e descreva 0 que aconteceu.

lll. Questbes:

1. Qual o mecanismo de reagdo quimica envolvido nesta pratica?
2. O processo € endotérmico ou exotérmico?



PRATICA N° 2: EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO AMIDO

I. Objetivos
Obtencao e caracterizacdo do amido de batata por hidrolise acida e enziméatica.

Il. Extracdo do amido da batata
Material necessario

1 batata média

Folhas de gaze

Solugéo de HCI concentrado (solucao fornecida)

Solugéo de iodo - fornecida

Reagente de Benedict — fornecido
Procedimento

1. Descascar, picotar e pesar uma batata de tamanho médio, transferindo os pedacos (1 cm?®) para
um béquer.

2. Adicionar 100,0 mL de agua destilada e homogeneizar durante cerca de 30 s com o liquidificador
na velocidade maxima.

3. Filtrar em duas folhas de gaze (completamente abertas) dobradas apenas uma vez, recolhendo o
filtrado em um béquer de volume apropriado, e espremendo a gaze no final.

4. Deixar o amido depositar no fundo do béquer (+20 min), e a seguir decantar cuidadosamente,
desprezando o liquido sobrenadante com uma pipeta Pasteur conectada a uma trompa de vacuo.
Caso o amido obtido ndo esteja completamente branco, lave-o novamente com 100,0 mL de agua
destilada repetindo, se necessario, a filtragdo em gaze, e deixando-o depositar para nova decantacao
(lavar pelo menos 3 vezes).

5. Retirar o liquido sobrenadante e deixar secar no fundo do béquer por um periodo de uma semana.
Manter tampado com papel aluminio perfurado.

6. Pesar e calcular o rendimento.

lll. Preparacéo de 100,0mL de uma solugdo de amido 1% m/v

1. Pesar amido suficiente para preparar 100 mL de uma solucéo 1,0% (m/v).

2. Adicionar aproximadamente 25 mL de agua destilada fria e agitar fortemente até deixar todo amido
em suspenséao.

3. Ferver 75 mL de &gua destilada em um béquer de 250 mL.
4. Adicionar esta suspenséo a agua em ebulicdo, lentamente sob agitacao constante.
5. Manter o aquecimento e a agitacao até que forme uma solucao opalescente (transparente).

6. Rotula-lo como: Solugédo de amido e o niumero do grupo.



IV. Hidrdélise do amido

IV.1. Hidrélise acida do amido

Colocar um Erlenmeyer contendo 25 mL da solucdo de amido (1,0%) no banho-maria a ~70°C
por 10 min.
Retirar 2 mL da mistura para utilizar como branco (fazer dois tubos de branco com 1 mL cada).
Adicionar 1 mL de HCI concentrado ao Erlenmeyer (que deve permanecer no banho a 70°C até
o final do tempo de coleta), agitar, marcar o tempo (tempo zero) e imediatamente retirar 2 mL da
mistura, colocando 1,0 mL em cada um dos dois tubos de ensaio ja numerados.
Esfriar os dois tubos em agua corrente.
Adicionar a um dos tubos 2 mL de regente de Benedict e deixar em banho-maria a quente (~70°C)
por, no minimo, 15 min para testar a presenca de sacarideos redutores.
Adicionar ao 2° tubo 3 gotas de solugéo de iodo e agitar a temperatura ambiente.
Repetir o procedimento descrito acima apés 5, 10, 20 e 40 min de reacao, dividindo cada amostra
em dois tubos de ensaio enumerados, procedendo como indicado acima (em um tubo adicione 2
mL do reagente de Benedict e ao outro 3 gotas de solug&o de iodo)
Anotar os resultados.

Obs.: O teste de Benedict e do lodo devem ser feitos com o branco também.

IV.2. Hidrélise enziméatica do amido

N

Coletar 2 mL de saliva em um tubo de ensaio grande.

Colocar 15 mL de solugdo de amido em um segundo tubo de ensaio.

A seguir, colocar os dois tubos em banho de agua a 37 °C por 10 min para equilibrar as
temperaturas da enzima e do substrato.

4. Retirar 2 mL da solugédo de amido para utilizar como branco (fazer dois tubos de branco com 1 mL
cada).

5. Adicionar 0,5 mL de saliva ao tubo contendo amido, agitar, marcar o tempo (tempo zero) e
imediatamente retirar 2 mL da mistura, colocando 1,0 mL em cada um dos tubos de ensaio
numerados. (Deixar o tubo com o resto da reagdo em banho de agua a 37 °C).

6. Sem demora, adicionar 3 gotas de solucdo de iodo em um dos dois tubos e agitar.

7. Ao outro tubo, adicionar 2 mL de reagente de Benedict e deixar em banho-maria a quente (~70°C)
por, no minimo, 15 min para testar a presenca de sacarideos redutores.

8. Retirar amostras de 2 mL do tubo de reacado apoés 5, 10, 20 e 40 min, dividindo cada amostra em
dois tubos de ensaio e procedendo como indicado acima (em um tubo adicione 2 mL do reagente
de Benedict e ao outro 3 gotas de solucdo de iodo)

9. Anotar os resultados.

V. Questdes:

1. Demonstre, com estruturas quimicas, a reagéo de Benedict e do iodo com o amido hidrolisado ou

nao.

2. Mostre outra reacdo que possa ser utilizada para determinar qualitativamente a presenca do

acucar redutor (com estruturas quimicas).

3. Mostre as reacdes que ocorrem na hidrélise acida e enzimatica do amido com estruturas quimicas.



PRATICA N° 3: EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE DNA

I. Objetivos

Conhecer as propriedades fisico-quimicas fundamentais do DNA através da extracdo do

material genético da cebola, a partir dos tecidos do bulbo e de suas propriedades 6ticas.

Il. Material necessario

» 100,0 mL de uma Solucéo Extratora contendo:
- citrato de sédio 0,15 mol/L
- dodecil sulfato de sodio 5% m/v
- NaCl 0,15 mol/L
- EDTA 0,001 mol/L partindo de uma solugéo estoque 0,05 mol/L (fornecida).

» 50,0 mL de uma Solugéo de Solubilizagdo Tris-HCI (pH 8) contendo:
- tris-HCI 0,01 mol/L partindo de uma solucéo estoque de 0,2 mol/L (fornecida)
- EDTA 0,001 mol/L partindo de uma solugéo estoque 0,05 mol/L (fornecida).

Il. Procedimento
Extracdo do DNA da Cebola

1.

2.

kW

10.

11.

12.

Aquecer 100 mL da solugéo extratora, em um béquer plastico de 500 mL, a 60 °C em um banho
térmico.
Adicionar uma cebola picotada e agitar suavemente por 2 min.

Deixar descansar por 15 min nesta temperatura (60°C), a qual ndo devera ser ultrapassada.
Colocar imediatamente o béquer em banho de gelo até atingir a temperatura entre 15 e 20°C,
sempre com agitacdo suave para permitir o esfriamento homogéneo. O tempo de resfriamento
nao pode ultrapassar 6 minutos.

Agitar por 45 s em baixa velocidade com o auxilio de um agitador magnético, retirar a barra
magnética (“pulga”) e em seguida agitar por 15 s em alta velocidade com auxilio de um Mixer.
Colocar o homogeneizado em um béquer de 500 mL e deixar em repouso por mais 20 min no
banho de gelo.

Filtrar a mistura utilizando um filtro formado por 4 camadas de gaze (completamente abertas)
para um béquer de plastico de 250 mL, tomando cuidado para ndo deixar passar a espuma.
Deixar filtrar por pelo menos 15 min.

Colocar o béquer de plastico em banho de gelo até atingir a temperatura entre 10 e 15°C.
Resfriar em banho de gelo um volume de etanol 95%. Esse volume de etanol devera ser o mesmo
gue o obtido na filtracdo da etapa anterior.

Adicionar ao filtrado o etanol previamente resfriado. Esta adicdo deve ser lenta com o etanol
escorrendo pela parede do béquer, sem agitacéo.

Quando a solucéo estiver viscosa, utilizar um bastdo de vidro para coletar o DNA em suspensao.
Para isso, tocar rapidamente a superficie da fase liquida superior com a ponta do bastdo e girar
o bastdo somente em um sentido. A substancia aderida ao bastdo é o DNA existente nas células
da cebola.

Colocar o bastdo com o DNA dentro de uma proveta de 25,0 mL contendo 5,0 mL da solugéo de
solubilizacéo para dissolver o material.



Determinacédo da concentragdo do DNA

1. Medir a solugdo concentrada de DNA em 260 nm, se a leitura de absorbancia for superior a 0,7
diluir a amostra como sugere o restante do procedimento.

2. Diluir em um tubo de ensaio 0,5 mL da solugéo estoque de DNA preparada anteriormente para
10 mL em solug&o de solubilizagéo.

3. Agitar suavemente o tubo.

4. Fazer a leitura da absorbancia em 260 nm. Um valor de absorbancia de 0,5 corresponde a 25 ug

da dupla hélice do DNA/mL. Se a leitura de absorbancia for maior que 0,7 ou menor que 0,1 >
conversar com 0S responsaveis.

Determinacédo da estabilidade térmica e da pureza do DNA

1.

Dissolver toda a amostra do DNA obtida no item 12 com a solucdo de solubilizagdo para dar
origem a uma solucdo de DNA de 25 pg/mL. Se persistir a presenca de material insoluvel, filtrar
a solugédo utilizando um chumago de algodéo.

Transferir para 3 tubos de ensaio aliquotas de pelo menos 2-3 mL cada um, sendo que dois tubos
serdo aquecidos em banho-Maria (dgua em ebulicdo) por 15 min, e o terceiro tubo mantido em
temperatura ambiente.

Apos este periodo, um dos tubos aquecidos deve ser esfriado rapidamente em banho de gelo
por 15 min e o outro tubo deve ser esfriado lentamente em temperatura ambiente.

Em temperatura ambiente, fazer uma curva de absorc¢édo entre 245 e 320 nm (1 medida a cada 5
nm) dos 3 tubos, usando como branco o tampéao de solubilizagéo.

Outra informacao importante obtida do espectro de UV é referente a pureza da preparacdo do
DNA. Solugdes de alta pureza apresentam uma razéo de absorbancias Azso/Azso > 1,8.

Determinacdo da massa molecular do DNA por eletroforese em gel de agarose

1. Preparar o gel de agarose 0,8%: em um Erlenmeyer dissolver 0,2 g de agarose em 25 mL
de tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA). Em seguida, colocar por 30 segundos no micro-ondas.
Retirar do micro-ondas e agitar. Colocar por mais 10 segundos no micro-ondas. Resfriar em
agua corrente até que se consiga colocar as maos (nao esfriar totalmente).

2. Verter a solugdo no suporte para gel e esperar que este fiqgue esbranquicado e duro (como
uma gelatina).

3. Posicionar o gel na cuba e adicionar as amostras ja colocadas no corante Blue Green
Loading Dye | com o auxilio de uma micropipeta. (1 uL de corante para 10 uL de amostra).

4. Adicionar tampéao TAE até cobrir totalmente o gel (a faixa preta no suporte para o gel deve
estar voltada para a faixa preta na cuba — polo negativo)

5. Fechar a cuba e conectar os fios vermelho e preto (vermelho com vermelho e preto com
preto)

6. Ajustar para aproximadamente 100 — 110 Volts e aguardar a corrida por aproximadamente
30 minutos.

7. Decorrido este tempo, observar utilizando luz UV e analisar.

IV. Questbes

Por que a presenca do SDS, EDTA e NaCl nesta prética?
Explique o efeito observado pelo aquecimento da solucdo aquosa do DNA.
A quantidade de DNA encontrada na cebola é condizente com a literatura?

SN S

impurezas?
Por que o uso de luz UV para revelar as amostras de DNA presentes no gel de agarose?

o

10

Quais as impurezas que podem existir e em qual comprimento que absorve no UV o DNA e as
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PRATICA N° 4: OBTENCAO E QUANTIFICACAO DA CASEINA E A
DETERMINACAO DA SUA MASSA MOLECULAR

I. Objetivos

Obtencao e quantificacdo da caseina e determinacdo da sua massa molecular avaliando as
principais propriedades fisico-quimicas de proteinas.

Il. Parte I: Obtencéo da Caseina
Material necessério

e Solucéo estoque de HCI (0,1 mol/L)
e 5,0gde leite em p6

Procedimento

1. Pesar 5,0 g de leite em p6 e transferir para um béquer de 250 mL.

2. Adicionar 125 mL de agua destilada.

3. Adicionar HCI 0,1 mol/L com auxilio de uma bureta gota a gota sob agitagédo constante (agitador
magnético), até que o pH seja igual a 4,60 (medido no pH-metro).

4. Deixar a caseina sedimentar totalmente.

5. Descartar o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur conectada a uma trompa de
Vacuo.

6. Adicionar 150 mL de agua destilada, agitar bem e deixar sedimentar.

7. Repetir esta operacdo (pelo menos 4 vezes) até que o teste para fosfato solavel seja negativo
(ver técnica no final do texto). Paralelamente, realizar a analise da lactose, conforme abaixo.

8. Filtrar o residuo resultante em funil de Buchner com o auxilio de um papel de filtro (usar trompa
de vacuo para facilitar a filtragéo). Descartar a 4gua do Kitasato.

9. Antes de secar, transferir com o auxilio de uma espatula, o material do papel de filtro para um
béquer de 50 mL e suspender o residuo em 15 mL de metanol.

10. Filtrar novamente.

11. Apés a filtragem, lavar o precipitado (residuo) 2 vezes com 15 mL de metanol. (Obs.: o filtrado
deve ser armazenado em frasco para descarte rotulado corretamente).

12. Pesar uma placa de Petri e anotar sua massa.

13. Apoés as lavagens, transferir o residuo para a placa de Petri e adicionar 15 mL de éter (este
procedimento deve ser realizado na capela).

14. Agitar e deixar evaporar mexendo com uma espatula, amassar constantemente a caseina até
obtencdo de um po fino e seco.

Obs.: ndo forcar uma evaporacgao rapida, pois a adsorcdo de agua induzira a um processo
de plastificacdo da caseina, tornando dificil sua solubilizacdo nas etapas subsequentes. Cobrir a
placa com papel aluminio furado para evaporagédo completa do éter. Manter no dessecador e pesar
na préxima aula para o calculo do rendimento. Coletar informacdes acerca da composicéo do leite
em po no rétulo do produto.

Teste de Fosfato

Transferir 2 mL do sobrenadante para um tubo de ensaio contendo 2 mL de solugédo de
molibdato de amonio [(NH4)sM07024.4H,0] 9% e 2 mL de HNO3z 6 mol/L. O aparecimento de um
precipitado de uma coloracdo amarela indica a presenca de fosfato. As lavagens devem ser
realizadas até que o teste de fosfato forne¢ca um resultado negativo.

Andlise de lactose: Transferir 1 mL do 1° sobrenadante para um tubo de ensaio contendo 2 mL do
reagente de Benedict, aquecer até ebulicdo por 15 min. e analisar.

Tarefa: trazer 0 € e massa molar da caseina a-S1 para a préxima aula.
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lll. Parte Il: Quantificacdo da Concentracdo do Precipitado de Caseina

Material necessario

Tampéo borato de sodio 0,2 mol/L, pH 7,6
Solucédo de caseina 2%
Reagente de Biureto

Procedimento

=

a) Preparacdo do tampao borato de sédio 0,2 mol/L pH 7,6 (fornecida)

Preparar 100,0 mL de uma solucdo tampao borato de sodio 0,2 mol/L dissolvendo a massa
correspondente de borato de s6dio em 75 mL de agua destilada (dissolver a quente).

Esfriar a solucéo e ajustar o pH para 7,6 com HCI 3 mol/L (fornecido).

Completar o volume para 100,0 mL e checar o pH. Se necessério, ajusta-lo novamente.
Guardar essa solucao para ser utilizada na pratica: Determinacéo de Ku e Vmax para a hidrélise
de caseina com tripsina.

b) Preparacédo da solucéo de caseina 2% m/v

Pesar o precipitado obtido na aula anterior.

Preparar uma solucéo de caseina 2% m/v em 25 mL de Tampéao borato com agitacdo magnética
e aguecimento.

Filtrar a solucdo se necessério, ainda a quente, com o auxilio de um pequeno chumaco de
algodao, transferindo a mesma para um béquer de 50 mL.

Apos esfriar, completar o volume para 25 mL com Tampdao borato utilizando baldo volumétrico.

Método de absorbancia

Analise Bioinformatica

Buscar a sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria) da caseina no banco de dados ExPASy
(Expert Protein Analysis System - http://ca.expasy.org/).

Usar a palavra chave “bovine casein” para busca no banco de dados UniProt Knowledgebase
(Swiss-Prot and TrEMBL).

Avaliar as informag0fes disponiveis na pagina (importante para o relatorio).

Copiar a sequéncia de amino&cidos da caseina bovina (dispensar a sequéncia correspondente
ao peptideo sinal).

Colar a sequéncia de aminoacidos da caseina bovina no campo adequado do site do programa
ProtParam Tool (http:/bo.expasy.org/tools/protparam.html) para obter pardmetros fisico-
guimicos da caseina bovina, principalmente o valor do coeficiente de extingdo molar teérico em
280 nm.

Medir a absorbancia em 280 nm da amostra de caseina de concentragdo desconhecida. Utilize
o tampao borato como branco. Caso necessario dilua a solucéo de caseina para que o valor de
absorbéncia fique entre 0,1 e 0,7 unidades (dilua 100 pL da caseina preparada para um total de
2,5 mL com tampéo direto na cubeta para medir).
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7. Aplicar a lei de Beer-Lambert para calcular a concentracdo de caseina na solugdo estoque.
Calcular o contetido de caseina no precipitado original e no leite em p6 avaliando o rendimento
do procedimento de purificacdo. O resultado devera ser expresso em porcentagem.

Método Colorimétrico
Curva de calibracdo da caseina:

1. A partir de uma solucéo estoque de caseina com concentracdo conhecida (solu¢do padréo
fornecida), fazer diluicoes como mostra a Tabela 1 (seguir a sequéncia das colunas); ANOTAR
CONCENTRAGCAO DA SOLUCAO PADRAO.

2. Simultaneamente, proceder com amostra teste de caseina obtida anteriormente (sua solucao),
de acordo com os itens T1 e T2 da Tabela 1 a seguir;

3. ApOs a adicdo do reagente de Biureto, agitar os tubos para homogeneizar adequadamente em
vortex, deixar repousar por 30 minutos & temperatura ambiente e em seguida fazer as leituras no
espectrofotdmetro em 550 nm; Utilizar o tubo G como branco.

4. Construir uma curva de padronizagdo de absorbancia versus mg de proteina/mL e calcular a
concentracdo de caseina na solucdo desconhecida por: (a) interpolacdo dos valores de
absorbancia das amostras de concentragdo desconhecida, ou (b) pelo coeficiente angular
encontrado;

5. Calcular o conteudo de caseina no precipitado original e no leite em p6 avaliando o rendimento
do procedimento de purificacdo. O resultado devera ser expresso em porcentagem.

Tabela 1: Volumes de reagentes adicionados para constru¢do da curva de padronizacdo da

Tubos Cas\?cl)rlll?r.ne da solucéo de | Volume de Tampédo { Volume de proteina | Absorbancia
caseina padrédo (mL) Borato (mL) Biureto (mL) mg/mL (A=550nm)
A 1,0 0,0 2.0
B 0,8 0.2 4.0
C 0,6 0,4 4.0
D 0,5 0.5 4.0
E 0,4 0.6 4.0
F 0,2 0.8 4.0
G 0,0 1.0 4.0
Amostra teste
T1 1,0 0.0 40
T2 0,5 0.5 40

OBS: A concentracdo de Caseina sera necessaria para a Parte Ill da Aula Prética 4. Portanto,
ela devera ser calculada e apresentada no inicio da proxima aula.

14



IV. Parte Ill: Determinag&o da Massa Molecular da Caseina por Eletroforese em Gel de

poliacrilamida/SDS

Material necesséario

Amostra da caseina 2,5 ug/uL

Kit para preparacdo de gel para eletroforese

Gel previamente preparado

Reagentes para preparacdo das amostras a serem aplicadas no gel
Marcadores de massa molecular de proteinas

Solucdes para revelacao do gel

Folha de papel celofane

Procedimento

Preparacao da Amostra da caseina 2,5 pg/uL
A amostra é preparada a partir de solucdo de caseina obtida no inicio da pratica, onde se

determinou a concentragéo pela equacao de Lambert-beer.

ATENCAO: devido a periculosidade dos reagentes utilizados nesta pratica, os procedimentos

de preparacéo do gel de eletroforese serdo realizados pelo técnico do Laboratério.

1.

Utilizar uma aliquota de 100 pL solugdo de caseina em um microtubo que devera ser diluida em
agua destilada, para que a concentracao estoque seja de 2,5 pg/uL.

Obs.: essa diluicao devera ser feita em funcdo da concentracdo de caseina determinada para sua
amostra (demostrar os calculos no relatério de aula pratica).

2.

Desta solucgéo, utiliza-se 100 pL e adiciona-se 100 pL do tampéo da amostra (tampéo Tris-HCI
0,188 mol/L, pH 6,8 contendo 6% de SDS, EDTA 6 mmol/L, glicerol 30% e azul de bromofenol
0,01% contendo 5 mM de 3-mercaptoetanol), tendo-se finalmente uma concentragédo de 1 pg/pL.

Devem ser aplicadas aliquotas de 5 e 10 ul no gel de eletroforese, que é composto de duas
partes: gel de empilhamento de concentracédo de poliacrilamida 5 % e gel de resolugéo 15%.

As condicdes para eletroforese serdo inicialmente desenvolvidas com 20mA e 50V, até que as
amostras entrem no gel de resolucdo, passando-se a 25 mA e 75V. ApGs o término da
eletroforese, as amostras e padrbes (ver valores de massas moleculares (MM) para os padrées
na tabela 2) migrados serdo fixados com solucdo de etanol:agua:acido acético nas proporcdes
5:4:1, revelados com corante Comassie Brilhante Azul R-250, e o gel descorado na mesma
solucéo etanol:agua:4cido acético.

Para secagem, coloca-se o gel e folhas de celofane em uma solucdo de etanol:glicerol:dgua
30:3:67 durante pelo menos 4 horas, retira-se a solugéo e faz-se um sanduiche com o gel entre
as folhas de celofane e deixa-se secar.

Apoés revelacao do gel, calcular os valores de Rf para os padrfes e adicionar na Tabela 2.

Construir um grafico com os valores de log de MM (ordenada) dos padrées de massa molecular
versus Rf (abscissa).

migracao de proteina (cm)
Rf = -
migracdo do corante (cm)
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Vocé deve obter uma reta e, por interpolacdo dos valores determinados para a caseina,
calcular as massas moleculares dos componentes moleculares presentes na sua amostra.

Tabela 2. Marcadores de massa molecular de proteinas.

Proteina MM (Daltons) Log MM Dist.(cm) Rf
Soroalbumina bovina 66.000
Ovoalbumina 45.000

Gliceraldeido 3-fosfato

Desidrogenase 36.000
Anidrase carbodnica 29.000
Tripsinogénio 24.000
Inibidor de Tripsina de soja 20.000
Lisozima 14.300

Solvente ou corante ~ -emeem e e

V. Questodes

1. Demonstrar a reacéo de formagéo da coloragdo amarela entre a solucado de molibdato de amonio
[(NH4)sM07024.4H,0] e HNO3 na presencga de fosfato.

2. O que é o reagente de Biureto e qual é sua reacdo com proteinas para dar a coloracdo azul?

3. Qual dos dois métodos aplicados € mais adequado para a determinagdo da concentracdo da
caseina bovina purificada a partir do leite em p6 pelo método de precipitacdo?

4. Qual foi o rendimento obtido de caseina? Ele esta dentro do esperado?
5. Descreva outros métodos para determinagdo da massa molecular da caseina.

6. Os valores de MM das caseinas encontradas sdo comparaveis aqueles da literatura? E que tipo
de caseina foi encontrado em maior quantidade?

7. Alactose é um agucar redutor? Explique.

Nota:
Dalton (ou unidade de massa atdomica) é a unidade de massa definida como 1/12 da massa do carbono 12 no estado
fundamental.

1Da = 1/12 m(12C)
O naimero de 4tomos em 1 mol é o nimero de Avogadro (6.023 x 1023), assim a massa de 1 a&tomo de carbono é = (12/
6.023x10%3) g
Isso significa que 1 Da (1 unidade de massa atémica) = 1/12 x (12/ 6.023 x 1023 ) g = 1/ 6.023 X 1023 g, a qual é g/mol (1 MOL
=6.023 X 1023)

» 1 Da= 1g/mole

Massa molar é o peso molecular expresso em gramas, assim 1 mol de C-12 é exatamente 12 gramas. Isso significa que 12
g/mol = 12 Daltons

Portanto, para converter g/mol em Daltons é s6 multiplicar por 1.
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PRATICA N° 5: DETERMINACAO DE Ku E Vuax PARA A HIDROLISE DE
BApNA COM TRIPSINA COM E SEM INIBIDOR

I. Objetivos

Determinacao da Constante de Michaelis-Menten e da velocidade méaxima e Kcat da reacéo
de hidrélise de BApNA (Benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida) pela tripsina. Estudo da influéncia de um
inibidor de tripsina na Constante de Michaelis-Menten e da velocidade maxima da reagdo e
identificacdo do tipo de inibi¢ao.

Il. Solugcdes a serem preparadas

Material necessario

- Tampéao Tris-HCI pH 8,0
- BApNA

- Tripsina

- Acido Acético glacial

- Benzamidina

- DMSO

II.1. Solugcdo de BApNA 0,1 mM em 25% de DMSO e tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0 ; NaCl 100
mM; CaCl, 10 mM. (Solucéo fornecida pelo técnico)

=>» OBS.: Considerar Massa Molecular do BApNA = 434,88 g/mol para os célculos das concentracdes
em mol/L.

I1.2. Solugdo tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0; NaCl 100 mM; CaCl, 10 mM, 25 mL.

1. Preparar 25,0 mL de uma solugdo tampéo Tris-HClI 100 mM dissolvendo a massa
correspondente de Tris, de NaCl e de CaCl, em 15 mL de agua destilada.

2. Ajustar o pH para 8,0 com HCI 3M (fornecido).

3. Completar o volume para 25,0 mL e checar o pH. Se necessério ajusta-lo novamente.

I1.3. Solucao de tripsina (Solucao fornecida pelo técnico)

Pesar 1,0 mg de tripsina e dissolver em 10,0 mL do tamp&o Tris 100 mM pH 8,0 previamente
preparado.

= OBS: Considerar Massa Molecular da tripsina = 23,8 KDa ou 23300 g/mol para os célculos das
concentracdes em mol/L.

I1.4. Solucéo de acido acético glacial 30% v/v.

Diluir 3,0 mL de &cido acético glacial em agua destilada e completar o volume para 10,0 mL.

CUIDADO! SEMPRE COLOCAR O ACIDO NA AGUA E NUNCA O INVERSO.
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I1.5. Solugcao de Benzamidina 5 mM, 10 mL. (Solucé&o fornecida pelo Técnico)

Diluir 1 mL da solucéo estoque 50 mM em agua destilada e completar o volume para 10 mL
em baldo volumétrico.

Il. Cinética Enziméatica sem Inibidor

Pipetar em tubos de ensaio as solu¢des de tampéao Tris-HCI pH 8,0, H.O e BApNA como
mostrado na TABELA | a seguir e entdo colocar no banho termostatico a 37°C por 2 min.

TABELA |

Numero Tampéo Volume de tripsina | Volume de &cido
do tubo pll'gsolzr(;ll_ | (an) Vo'ume(r?]f)BApNA (mL) acético 30% (mL) incIﬁ;"g%% ?,iin)

1 0,25 0 2,75 0,5 0,5 30

2 0,25 0,25 25 0,5 0,5 30

3 0,25 0,75 2,0 0,5 0,5 30

4 0,25 1,25 15 0,5 0,5 30

5 0,25 1,75 1,0 0,5 0,5 30

6 0,25 2,25 0,5 0,5 0,5 30
Controle 0,25 0,5 2,75 0 0,5 30

# O volume final de reacdo € 4 mL, ap6s a adicdo do acido acético 30%.

ATENCAO: N&o continuar a pratica sem ler previamente o texto abaixo com muita atencéo.

= Apo6s término da montagem dos tubos de 1 a 6, conforme mostrado na TABELA |, adicione 0,5
mL de solucéo de tripsina no tubo 1 ao tubo 6.
= Observe um intervalo de 1 minuto entre eles para a adicdo subsequente da solucdo de
tripsina.

=> Observe o tempo de incubacéao dos respectivos tubos conforme especificado na TABELA I.

= Apos o devido tempo de incubagéo de cada tubo individualmente (ver TABELA 1), retirar o tubo
do banho e adicione 0,5 mL de acido acético glacial 30% e agite.

Leitura de absorbancia

=>» Faca as leituras de Absorbancia (Abs) das amostras dos tubos 1 ao 6 no espectrofotbmetro em
410 nm.

= Complete assim a Tabela Il do relatdrio.

=>» Para calcular a concentracéo de p-nitroanilida hidrolisada em mol/L consideramos seu coeficiente
de extincdo molar a 410 nm como sendo €= 8800 M* cm™ e a equacéo de Beer-Lambert A=€.c.|,
onde temos que |I= 1 cm logo:

((Abs tubo x))
(8800)

= Considere a concentragcdo em 4 mL como volume final de incubacéo

[BAPNA hidrolizada], =
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Os valores obtidos, inclusive os de absorbancia (Abs), deverdo ser colocados na Tabela Il do
relatorio e os dados utilizados para construir o grafico de Michaelis-Menten e o do Lineweaver-Burk
para estimar os valores de Vmax, Kcat e Km para a hidrélise tipica de BApNA.

TABELA I
Tubo | abs (U | CORESRIaRodeBApA | | Tompode | Velocde e e
1
2
3
4
5
6

IV. Cinética Enzimatica com Inibidor

Pipetar em tubos de ensaio as solu¢des de tampédo Tris-HCI pH 8,0, H.O, BApNA e
Benzamidina como mostrado na TABELA Il a seguir e entdo colocar no banho termostatico a 37°C
por 2 min. ATENCAO: pipetar a benzamidina na lateral do tubo e verter o tubo para misturar as

solugdes.
TABELA I
Numero Ta}mpéo H,0 Volume de Volume_ o_Ie VoI_um_e de Volurp_e de &cido Tempo de
do tubo Tris-HCI (mL) BApNA Benzamidina { tripsina aceético 30% incubacio (min)
pH8,0 (mL) (mL) 5 mM (mL) (mL) (mL)

1 0,25 0 2,75 0,020 0,5 0,5 30

2 0,25 0,25 2,5 0,020 0,5 0,5 30

3 0,25 0,75 2,0 0,020 0,5 0,5 30

4 0,25 1,25 15 0,020 0,5 0,5 30

5 0,25 1,75 1,0 0,020 0,5 0,5 30

6 0,25 2,25 0,5 0,020 0,5 0,5 30
Controle 0,25 0,5 2,75 0,020 0 0,5 30

# O volume final de reacdo € 4 mL, apos a adicdo do 4cido acético 30%.

ATENCAO: N&o continuar a prética sem ler previamente o texto abaixo com muita atenc&o.

= Apoés término da montagem dos tubos de 1 a 6, conforme mostrado na TABELA lll, adicione 0,5
mL de solucéo de tripsina no tubo 1 ao tubo 6.

- Observe um intervalo de 1 minuto entre eles para a adicdo subsequente da solucao de tripsina
e 0 mesmo intervalo apos os 30 min para a adicdo do Acido acético.
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= Observe o tempo de incubacdo dos respectivos tubos conforme especificado na TABELA Ill.

= Apbs o devido tempo de incubacao de cada tubo individualmente (ver TABELA llI), retirar o tubo
do banho e adicione 0,5 mL de &cido acético glacial 30% e agite.

Leitura de absorbancia

= Faca as leituras de Absorbancia (Abs) das amostras dos tubos 1 ao 6 no espectrofotbmetro em

410 nm.

= Complete assim a Tabela IV do relatério.

Os valores obtidos, inclusive as Abs, deverdo ser colocados na Tabela IV do relatério e os
dados utilizados para construir o grafico de Michaelis-Menten e o do Lineweaver-Burk para estimar
os valores de Vmax, Kcat e Km para a hidrdlise tipica de BApNA.

TABELA IV
Concentracédo de BApNA Tempo de Velocidade de hidrélise
@
tbo | Abs.® (UA) hidrolisada (mol/L) incubacao (min) (mol/L.min)
1
2
3
4
5
6
V. Questdes:

1. Explique o uso do 4cido acético glacial na pratica.
2. Que tipo de inibidor é a benzamidina?
3. Sugira 0 modo de interagcdo do substrato e do inibidor, com a tripsina.
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PRATICA N° 6: DETERMINACAO DE PKA DE UM AMINOACIDO E EFEITO
TAMPAO

I. Objetivos

Conhecer o efeito tampédo de solu¢gdes tamponantes. Determinar os pKas da glicina e seu
efeito tampé&o.

Il. Material necessario

- 500,0 mL de NaOH 0,05 mol/L (a partir de uma solucdo estoque fornecida)
- 250 mL de HCI 0,05 mol/L (a partir da solugéo estoque de HCI 3 mol/L)

- 100 mL de HAc 0,1 mol/L

- 50,0 mL de NH4OH 0,1 mol/L

Solucéo de Glicina pH 1,8 (fornecida)

Preparar 50,0 mL de Solucéo de Glicina 0,1 mol/L pH 1,8
- Dissolver a massa de glicina suficiente para a solugédo acima em 40,0 mL de agua. -
Ajustar o pH para 1,8 com solugdo de HCI 3 mol/L (solucédo fornecida).
- Completar o volume para 50 mL e ajustar o pH para 1,8 novamente, se necessario.

Solucéo tampé&o acetato de sddio 0,1mol/L a partir de 4cido acético concentrado.

Pipetar volume suficiente para preparar 100 mL de solu¢éo de &cido acético 0,1 mol/L em 70
mL de agua destilada. Ajustar o pH da solucao para 4,75 com o auxilio de solucbes de NaOH 1,0
mol/L e 0,1 mol/L. Finalmente, completar o volume para 100,0 mL. Se necessario, ajustar novamente
o pH.

[ll. Procedimento
Parte 1: Determinagado do pKa por titulagdo acido-base
Titulagbes

1) Titulagcao potenciométrica de 10 mL de NH4OH 0,1 mol/L com HCI 0,05 mol/L.
2) Titulagdo potenciométrica de 10 mL HAc 0,1 mol/L com NaOH 0,05 mol/L.
3) Titulagdo potenciométrica de 10 mL de Glicina 0,1 mol/L com NaOH 0,05 mol/L

OBS.:
# As titulagBes potenciométricas devem ser realizadas de 0,5 em 0,5 mL até pH 3,5 para a NH,OH,

e até pH 10,5 para o acido acético e glicina.
# Anotar em uma tabela os valores de pH observados em funcéo do volume de titulante adicionado.

Volume

adicionado pH aferido

Volume adicionado pH aferido

# Representar os dados no relatorio somente na forma de um gréfico.
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Parte 2: Efeito Tampao
Preparar solucéo tampdo acetato 0,1mol/L pH 4,75. (fornecida)
Medir o volume suficiente para preparar 100 mL de solucao de &cido acético 0,1 mol/L em 70

mL de &gua destilada. Ajustar o pH da solucao para 4,75 com o auxilio de solugdes de NaOH 3,0
mol/L e 0,1 mol/L. Finalmente, completar o volume para 100,0 mL. Aferir novamente o pH e, se
necessario, ajustar para 4,75.

1. Preparar, por diluicdo da solucdo tampéo acetato 0,1 mol/L (pH 4,75) preparada, 50 mL de
tampao acetato (pH 4,75) nas seguintes concentra¢des: 0,05 e 0,01 mol/L.
2. Faca a leitura de pH de 20 mL de cada solugdo tampéo acetato, conforme a Tab. 1, adicionando
os volumes indicados de HCI 0,05 mol/L utilizando uma micropipeta. Anote os valores das leituras
de pH aferidas antes e ap0s as adi¢des de HCI.
3. Repita 0 mesmo experimento adicionando NaOH como indicado na tabela 2, preenchendo-a.

Tabela 1. Valores de pH apés adicdo de HCI (0,05 mol/L) em tampé&o acetato (pH 4,75).

Adicso Volume de HCI | Volume total de NUmero de pH aferido ‘
n% adicionado HCI adicionado mols de H* Tampéao acetato pH 4,75 (mol/L) Agua
(mL) (mL) adicionados 0,10 0,05 0,01 destilada
0 0,0
1° 0,2
20 0,3
3° 0,5
40 1,0

Tabela 2. Valores de pH apés adi

ao de NaOH (0,05 mol/L) em tamp&ao acetato (pH 4,75).

Volume de Volume total de , pH aferido |
. NuUmero de —
Adicéo NaOH NaOH Is d . Tampdo acetato pH 4,75 (mol/L) "
ne adicionado adicionado mols de OH Agua
adicionados 0,10 0,05 0,01 destilada
(mL) (mL)
0 0,0
1° 0,2
20 0,3
3° 0,5
40 1,0
IV. Questbes

1. Demonstre como vocé achou os valores dos pKas nos graficos de titulacdo potenciométrica.

2. Explique o principio do funcionamento do pHmetro.

3. Qual é arazao de utilizar o padrdo primario para titulacdo potenciométrica? Explique.

4. Explique se é possivel preparar uma solucdo tampao de cloreto de aménio a pH 4,5.
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PRATICA N° 7: SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE AMINOACIDOS

I. Objetivos

Separacado e identificacdo de amino4cidos usando resinas de troca cati6nica e anidnica e
cromatografia em camada delgada.

Il. Solucao Eluente
Material necessario

Tampéo fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 6,0
Resinas Amberlite de troca catibnica e anibnica
Solugéo de NaCl 0,1 mol/L (fornecida)

Solucdo de AgNO; 0,01 mol/L (fornecido)
Silica gel

Solugéo de ninidrina

Procedimento
Tampao fosfato de sdédio (fornecido)

1. Pesar massa suficiente de Na,HPO4.2H.O para preparar 500 mL de uma solugédo 0,1 moliL,
dissolvendo o sal em 400 mL de &gua destilada e ajustando o pH para 6,0.

2. Por fim, complete o volume para 500,0 mL e ajuste o pH novamente, se necessario.

ATENCAO: E extremamente importante colocar rotulos nos recipientes que contiverem as resinas,
para que ndo haja confuséo e perda, ja que as resinas sao de alto custo.

Ill. Empacotamento das Colunas

As colunas corresponderdo as buretas e as resinas serdo Amberlite de troca catidnica e
anionica (de especificacdo desconhecida).

O empacotamento devera ser feito como se segue:
1. Com a torneira da coluna fechada, coloque 1/3 do volume de agua e em seguida, com o auxilio
de um bastéo de vidro, introduza um pequeno chumaco de algod&o na parte inferior da bureta. (Evite
gue fique ar preso no mesmo. O algodao servira de base para resina).

2. Com o auxilio de um funil, adicione a resina até obter uma altura equivalente a 20 cm.
(Atencao, € importante que as duas resinas tenham a mesma altura).

lll.1. Separacdo de aminoacidos com aresina de troca catibnica

[11.1.1. Determinac&o do volume morto (Vo) da coluna de troca catidnica

Uma vez empacotada a coluna, deixe o nivel da dgua da parte superior da coluna escoar
lentamente até que 0 mesmo atinja a superficie da resina, mas nao a deixe secar, feche a torneira.

Adicione para o caso da coluna de Amberlite de troca catidnica 0,5 mL da solu¢éo de NaCl
0,1 mol/L (fornecida), deixe escoar lentamente até atingir novamente a superficie da resina, iniciando
a coleta. Lave a superficie com volumes de 0,5 mL de 4gua por duas vezes.

Adicione sobre a resina volumes de agua de modo que a resina ndo seque e continue a
eluicdo, coletando volumes individuais de aproximadamente 0,5 mL, num total de aproximadamente
24 tubos ou mais, cuja coleta deverd ser iniciada ao se aplicar a solugcao de NaCl na coluna.
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Adicione em cada tubo 1 gota de AgNOs 0,01 mol/L e observe a formacdo de precipitado.
Caso o ultimo tubo ainda apresentar turvagéo, colete mais 10 tubos e repita o procedimento com a
solucdo de AgNO:s.

Anote o intervalo de tubos no qual a precipitacdo ocorreu e os volumes correspondentes ao
primeiro tubo onde o precipitado aparece (V1) e aquele imediatamente anterior ao tubo onde a
precipitacdo ndo foi mais observada (V2). Vo, o volume de eluicéo, é dado por:

Vo = V1 +(V2-V1)/2 (Observe esquema abaixo).

Concentracdo de Cl

Vol. do eluente(ml)

Uma vez determinado Vo, inicie a passagem de tampao fosfato pH 6,0 até que o pH de saida
seja igual ao do eluente.

(ATENCAO!! Ajuste o pH da resina no mesmo dia que for utiliza-la!l!).
[11.1.2. Separagdo dos aminoacidos

Obs.: Antes da operacédo abaixo a coluna devera ser equilibrada no tampéao pH 6,0.

Dissolva sua amostra (fornecida) em 3 mL de tampéao fosfato pH 6,0 (Caso ndo consiga
dissolver totalmente a amostra chame o professor ou técnico responsavel).

Aplique uma aliquota de 0,5 mL na coluna de resina de troca catiénica (reserve o restante
da amostra) e adicione volumes de tampao para coletar as amostras.

Inicie a coleta com volumes de ~1,0 mL no intervalo entre V1 menos 1,0 mL e V2.

Faca um "spot test" destas amostras em papel de filtro, e revele com ninidrina.

(ATENCAO: N&o jogue fora as aliquotas até mostrar os "spot tests" ao professor ou técnico
responsavel).
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[1l.2. Separagdo de aminoacidos com a resina de troca anidnica
O procedimento é semelhante ao da coluna de troca catidnica, desde que as duas colunas
sejam de mesma dimensao (altura e diametro da coluna).
Neste caso, a coluna de resina de troca anidnica é somente equilibrada com tampéao fosfato
a pH 6,0, que deve ser eluida até que o pH de saida seja igual ao da solucéo inicial (pH 6,0).

IV. Identificacdo dos aminoéacidos

De ambas as colunas, guarde uma aliquota mais concentrada para determinacdo dos
aminodcidos em mistura por cromatografia de camada delgada (ccd).

Vocé deverd encontrar na sua amostra, no minimo 2 aminoacidos, que serdo identificados
por meio da determinacdo dos Rfs das amostras desconhecidas e coloragdo, comparadas com o0s
Rfs e coloragédo das amostras de aminoacidos padrdes.

ATENCAO: N&o jogue fora as amostras que foram aplicadas na placa de ccd.
A cromatografia serd realizada em silica gel e eluida com n-BuOH:AcOH:H,0 (4:1:1).
As revelacdes serdo obtidas com ninidrina

Obs.: Obtida a sua placa de ccd, antes de qualquer procedimento, converse com 0S
responsaveis.

V. Questdes:
1. Quais os aminoacidos encontrados? Por qué?
2. Explique o principio de separagdo dos aminoécidos na CCD.

3. Existe outro procedimento para determinacéo e quantificagdo dos aminoacidos? Explique
apenas um deles.

5. O Vo tem algo a ver com os resultados obtidos pelo “spot test”, explique.

25



PRATICA N° 8: ANALISE QUALITATIVA DOS CONSTITUINTES DO OVO

I. Objetivos

No final deste trabalho préatico o estudante devera saber:

1.

2.
3.
4

o g

Determinar experimentalmente a porcentagem de proteina e lipideos da gema do ovo.
Determinar experimentalmente a porcentagem de proteina na clara.

Determinar o ponto isoelétrico da albumina.

Identificar a presenca de proteina em liquido biolégico usando sua propriedade de
precipitacdo por agentes fisicos e quimicos.

Determinar experimentalmente o valor caldrico aproximado de um ovo.

Explicar o significado das reagfes e operacgdes realizadas.

Il. Procedimento Experimental

1.

2.
3.
4

Pesar 2 béqueres de 100 mL.

Separar bem a gema da clara e colocar cada uma das partes nos respectivos béqueres.
Pesar os béqueres e anotar o peso da gema e da clara.

Transferir a clara para um cilindro graduado de 100 mL e anotar o volume.

Ill. Determinagdo da porcentagem de proteina na gema

Nota: Durante esta operacdo ndo deve haver nenhum bico de gés ligado no laboratorio.

PR

5
6
7.
8.
9
1

0.

Adicionar a gema isolada, 15 mL de alcool a 95%. Agitar bem.

Adicionar 30 mL de éter. Agitar por 5 minutos.

Filtrar para um Erlenmeyer de 125 mL (com um chumaco de algodéo).

Lavar o precipitado com 3 por¢des de 10 mL de éter. Adicionar somente nova por¢éo de éter
depois do precedente ter sido completamente drenado. Guardar o filtrado.

Pesar um papel de filtro.

Transferir o precipitado extraido para o papel de filtro desprezando o pedaco de algodéo.
Secar o precipitado a temperatura ambiente. Ndo usar a estufa.

Pesar o papel de filtrado com o precipitado seco.

Calcular a percentagem de proteinas na gema.

Interpretar.

IV. Determinacdo da porcentagem de lipideos da gema

NogkwhE

Pesar um béquer seco de 100 mL.

Adicionar 3g de sulfato de sodio anidro ao filtrado obtido em 111.4. Agitar por 5 minutos.
Filtrar em papel de filtro, recolhendo o filtrado no béquer pesado.

Evaporar o solvente em banho de areia.

Pesar o béquer com residuo. Conservar o residuo.

Calcular a porcentagem de lipideos na gema.

Interpretar.

V. Determinacédo da porcentagem de proteina na clara

1.
2.

3.
4.

Transferir 10 mL de clara de ovo para um béquer de 100 mL.

Adicionar 15 mL de alcool a 95%. Agitar bem por 2 minutos. Deixar em repouso por mais 3
minutos.

Pesar um papel de filtro.

Filtrar em papel de filtro pesado previamente. Desprezar o filtrado.
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Abrir o papel de filtro e leva-lo a estufa para secar completamente.
Pesar o papel com o precipitado.

Calcular a porcentagem de proteina na clara;

Interpretar.

©NoO

VI. Determinacdo do ponto isoelétrico da albumina do ovo

Nota: Preparar para esta andlise e as subsequentes, uma solucédo de albumina do ovo a 5%,
diluindo 5mL de clara em 95 mL de agua destilada.

1. Utilizar 5 tubos de ensaio.
2. Adicionar aos mesmos as soluc¢des, conforme a tabela I.

Tabela |
Tubo 1 2 3 4 5
Acetato de sédio 0,1N 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
(mL)
Acido Acético 0,25 0,50 2,00 -- --
0,1N (mL)
Acido Acético -- -- -- 0,8 3,20
1,0N (mL)
Agua destilada (mL) 3,75 3,50 2,00 3,20 0,80
pH resultante 5,50 5,00 4,50 4,00 3,50
Albumina 5% (mL) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

3. Agitar bem os tubos.

4. Adicionar ao tubo 3, cuidadosamente e com agitacdo, empregando a pipeta graduada de 10
mL, alcool a 95% até produzir pequena turvacdo. Anotar a quantidade gasta.

Adicionar a mesma quantidade de alcool a cada um dos outros tubos.

Deixar em repouso por 10 minutos e anotar em qual dos tubos ocorreu maior formacao de
precipitado.

7. Interpretar.

o a

VII. Precipitacdo da albumina do ovo

A - Precipitacéo pelo calor

1. Colocar 2 mL de solucéo de albumina preparada em VI em um tubo de ensaio.

2. Aquecer direto na chama. CUIDADO: manter vidros de alcool e éter longe da chama.
3. Observar a formacéo de precipitado.

4. Interpretar.

B - Precipitacéo por &cidos fortes — Reacdo de Heller
1. Colocar 2 mL de solucéo de albumina em um tubo de ensaio.
2. Acrescentar lentamente, no fundo, 2 mL de acido acético concentrado. Para isso,

introduzir a ponta da pipeta no fundo do tubo de ensaio e deixar escoar o &cido
lentamente.
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3. Observar a formacao de um anel branco na superficie de separacao dos dois liquidos.
4. Interpretar.

C - Precipitacao por agentes de alcaloides

1. Colocar 2 mL de solu¢ao de albumina em um tubo de ensaio.
2. Adicionar 3 gotas de solugdo saturada de acido picrico.

3. Observar o precipitado formado.

4. Interpretar.

VIII. Questdes

1. De posse dos dados obtidos nas pesquisas anteriores, calcular o valor calérico do ovo.

2. Qual o ponto isoelétrico da albumina?

3. Por que foi adicionado alcool 95% aos tubos de 1 a 5 da Tabela 1?

4. Em caso de envenenamento por sais de metais pesados, € indicado administrar clara de
oVvo aos pacientes. Por qué?
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